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 O presente trabalho objetivou desenvolver e otimizar o protocolo de embriogênese 
somática em açaizeiro (Euterpe oleracea Mart.), a partir do uso de propágulos formados por 
embriões zigóticos (EZ) oriundos de sementes em diferentes estádios de maturação, além de 
folhas e inflorescências imaturas provenientes de plantas adultas. Adicionalmente, análises 
morfo-anatômicas e por citometria de fluxo foram realizadas para melhor caracterizar e 
entender as etapas do processo. Na primeira parte deste trabalho, a embriogênese somática 
em EZ maduros e imaturos foi obtida, inicialmente a partir da indução de calos 
embriogênicos em meio de Murashige e Skoog (MS), suplementado com 2,5 g.L
-1
 de carvão 
ativado e com a auxina picloram nas concentrações de 225 e 450 µM.  Uma vez obtidos, 
calos embriogênicos com embriões somáticos em início de diferenciação foram transferidos 
para meio de cultura com 12,3 μM de 2iP e 0,6 μM de ANA, visando a  diferenciação e 
maturação de embriões somáticos. A regeneração de plantas foi realizada em meio de 
cultura com 1,0 µM BAP e 0,5 µM AG3. Em meio de indução foi possível observar a 
formação de calos embriogênicos em todos os tratamentos, independentemente do estádio de 
desenvolvimento dos EZ testados. O picloram na concentração de 450 µM proporcionou os 
melhores resultados para a formação de calos embriogênicos (84,7%). Na fase de 
diferenciação e maturação 100% dos explantes que apresentavam formação de calo 
embriogênico formaram embriões somáticos. A maior frequência de regeneração de plantas 
(58,7%) foi observada no tratamento em que se utilizou o meio de indução constituído por 
450 µM de picloram e em embriões somáticos obtidos de explantes oriundos de EZ 
imaturos. A partir de análises morfoanatômicas comprovou-se que a indução da 
embriogênese somática apresentou estádios característicos do tipo indireto. As plantas 
regeneradas apresentaram desenvolvimento normal, com crescimento de raízes e parte aérea. 
Os calos, embriões somáticos e as plantas obtidas foram analisados por citometria de fluxo 
para verificar possíveis alterações no DNA, fato que não foi observado. A segunda parte 
deste trabalho utilizou explantes provenientes de inflorescências e folhas imaturas para a 
indução da embriogênese somática. Os explantes provenientes de plantas adultas, uma vez 
obtidos, foram colocados em meio de cultura de MS, suplementado com 2,5 g.L
-1
 de carvão 
ativado e as auxinas picloram e 2,4-D na concentração de 450 μM para a indução de calos. 
Foram testadas inflorescências imaturas em diferentes estádios de desenvolvimento (estádios 
I= 6 cm; II= 8 cm e III= 12 cm), e folhas imaturas de diferentes regiões foliares do palmito 
(basal, mediano e apical). Para a diferenciação de embriões somáticos, calos embriogênicos 
e embriões somáticos foram transferidos para meio de cultura com as concentrações de 
picloram e 2,4-D reduzidas para 0,1 mg.L
-1
. Embriões somáticos em início de diferenciação 
foram transferidos para meio de cultura com 12,3 μM de 2iP e 0,6 μM de ANA para a 
maturação de embriões somáticos. Verificou-se que a auxina picloram proporcionou os 
melhores resultados na indução de calos embriogênicos, tanto para inflorescências como 
para as folhas imaturas. Os diferentes estádios de desenvolvimento das inflorescências não 
apresentaram diferenças significativas nas respostas, enquanto que nas folhas imaturas 
resultados superiores na etapa de indução para a formação de calos foram observados 
quando os explantes eram provenientes das regiões basal e mediana do palmito. Na etapa de 
diferenciação, calos embriogênicos provenientes de inflorescências imaturas em meio de 
cultura com picloram apresentaram até 100% dos explantes diferenciando embriões 
somáticos, que progrediram lentamente para estádios de torpedo em meio de maturação. Já 
em calos embriogênicos provenientes de folhas imaturas a diferenciação de embriões 





suplementado com picloram em porcentagens que atingiram até 50% dos explantes da região 
mediana do palmito, embora, esses embriões somáticos não tenham apresentado progressão 
para estádios mais tardios de desenvolvimento. Os resultados obtidos sugerem que tanto os 
explantes provenientes de inflorescências como de folhas imaturas podem ser utilizados 
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 This study had the aim of developing and optimizing the protocol for somatic 
embryogenesis in açaí palm (Euterpe oleracea) using explants from zygotic embryos 
removed from seeds at different stages of maturation and from leaf and immature 
inflorescences from adult plants. Moreover, morphological, anatomical and citometry of 
flux analyses were achieved to a better characterization and comprehension of the process 
phases. At the first part of this work, somatic embryos (SE) were obtained from mature and 
immature zygotic embryos (ZE). Initially, embryogenic calli were induced on Murashige & 
Skoog (MS) medium supplemented with 2.5 g.L
-1
 of activated charcoal and the auxin 
picloram at the concentration of 225 or 450 µM. Once developed, embryogenic calli 
carrying SE at the begin of differentiation were transferred to culture medium containing 
12.3 μM of 2iP and 0.6 μM of NAA, in order to induce the differentiation and maturation 
of the somatic embryos. Plant regeneration occurred at culture medium supplemented with 
1.0 µM BAP and 0.5 µM GA3. At the induction medium, embryogenic calli were formed 
in all treatments, independently of the maturation state of the ZE used as explant, however, 
the medium with 450 µM picloram showed the best results for the formation of 
embryogenic calli (84.7%). At the differentiation and maturation phase, 100% of the 
explants containing embryogenic callus allowed the development of somatic embryos. The 
higher frequency of plant regeneration (58.7%) was obtained at the induction medium with 
450 µM picloram and using the immature ZE explants. Through the morpho-anatomical 
analysis it could be proved that the induction of the somatic embryogenesis showed 
characteristics stages of the indirect development. The plants regenerated from the 
embryos showed a normal development, with a normal growing of roots and aerial part. At 
the end, the calli, SE and plants regenerated were analyzed by flow cytometry to quantify 
the amount of DNA, which showed no differences between the samples. At the second part 
of this work, explants from inflorescences and immature leaves were used to induce 
somatic embryogenesis. Those explants, from adult plants, were inoculated at culture 
medium MS supplemented with 2.5 g.L
-1
 of activated charcoal and two auxins, picloram or 
2,4-D, at the concentration of 450 µM for the callus induction. Immature inflorescences at 
three developmental states (I = 6 cm; II = 8 cm and III = 12 cm) and immature leaves from 
different regions (basal, median and apical) of the heart of palm were tested. To the 
differentiation of the somatic embryos, embryogenic calli and SE were transferred to a 
culture medium containing the same original auxin, picloram or 2,4-D, with the 
concentration reduced to 0.1 mg.L
-1
. Somatic embryos at the beginning of differentiation 
were transferred to a culture medium containing 12.3 μM of 2iP and 0.6 μM of NAA for 
the maturation of the somatic embryos. The auxin picloram showed best results at 
embryogenic callus induction in both inflorescences and immature leaves. The 
inflorescences at different stage of development did not show significant differences at the 
end, while for the immature leaves, explants from the portions basal and median of the 
heart of palm gave rise to the best results at the induction of callus phase. At the 
differentiation phase, embryogenic calli from the immature inflorescences grown at 
medium containing picloram showed 100% of differentiation to somatic embryos, and 
these developed slowly to torpedo stage under the maturation medium. While considering 
the embryogenic calli from the immature leaves, the differentiation of somatic embryos 
occurred only on explants cultivated originally at medium supplemented with picloram, 
reaching the percentage of 50% for the explants from the median region, although, those 





suggesting that explants from both immature inflorescences and leaves from adult plants of 
açaí palm can be used as explant sources to somatic embryogenesis. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 
 
O açaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) é uma palmeira nativa da Amazônia e que 
ocorre em grandes extensões no estuário amazônico. Nessa região é também conhecido por 
Açaí-do-Pará, açaí-do-Baixo Amazonas, açaí-de-touceira, açaí-de-planta e açaí-verdadeiro. 
O açaizeiro é utilizado de inúmeras formas: como planta ornamental (paisagismo), na 
construção rústica (de casas e pontes), como remédio (vermífugo e anti-diarréico), na 
produção de celulose (papel Kraft), na alimentação (polpa processada e palmito), na 
confecção de biojóias (colares, pulseiras etc.), ração animal e adubo, entre outras 
aplicações. Mas, apesar da grande utilidade, esta palmeira se destaca no fornecimento de 
dois produtos alimentares economicamente rentáveis: os frutos e o palmito (OLIVEIRA et 
al., 2007). 
Embora, o palmito seja considerado o produto nobre da espécie, a grande expansão 
da cultura do açaizeiro nos últimos anos deve-se principalmente, ao aumento considerável 
do consumo da polpa dos frutos (OLIVEIRA et al., 2009) . De fato, a polpa de açaí passou 
por um processo de expansão da demanda, conquistando novos mercados e se 
consolidando no mercado nacional e até mesmo o internacional (SANTANA e COSTA, 
2010). Esta expansão ocorreu após a divulgação de suas propriedades energéticas e tem 
despertado grande interesse, tanto científico como comercial, por seu elevado valor 
nutricional, alto teor de antocianinas e suas propriedades antioxidantes (COISSON et al., 
2005; GALLORI et al., 2004; POZO-INSFRAN et al., 2004).  
A polpa processada dos frutos é comercializada nas mais diferentes formas, 
incluindo desde o consumo “in natura”, preferencialmente, no Pará e na região Amazônica, 
à congelada, adoçada e pasteurizada, com uso na fabricação de bebidas energéticas, 
geléias, sorvetes e picolés nos demais locais de consumo. Devido a sua alta qualidade 
nutricional, o açaí é utilizado desde a época pré-colombiana pela população Amazônica, 
com grande aceitação em outras cidades brasileiras e alguns países, tendo necessidade de 
plantios em larga escala (OLIVEIRA et al., 1998; ROGEZ, 2000; SANTANA e GOMES, 
2005). 
Embora a espécie apresente alto potencial para comercialização, o uso de técnicas 
impróprias de propagação e a falta de material genético melhorado tem contribuído 
negativamente para a exploração racional e econômica dessa espécie. Atualmente, a 
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (Embrapa) tem desenvolvido pesquisas 





genético. A Embrapa desenvolveu também um conjunto de técnicas para o manejo do açaí 
nativo, reconhecidas e aceitas para aplicação em áreas de proteção ambiental (BRASIL, 
2006).  
No entanto, o açaizeiro, por ser espécie alógama (originária de cruzamentos), com 
ampla ocorrência na Amazônia Continental, apresenta grande variação de tipos para os 
mais diversos caracteres de interesse, como precocidade, produtividade de frutos, 
rendimento de polpa e época de produção. Essas características acarretam grandes desafios 
para o programa de melhoramento genético da cultura, que já são naturalmente demorados 
em razão de tratar-se de uma espécie perene, mas que são aprofundados pelas plantas 
terem como principal forma de reprodução por sementes, que inclusive são recalcitrantes 
(NOGUEIRA et al., 2005). Entre outras consequências dessa forma de propagação, têm-se 
o fato dos plantios poderem originar populações heterogêneas quando no campo, além de, 
nos programas de melhoramento genético, haver dificuldades de perpetuação de caracteres 
agronômicos de interesse em ciclos de seleção (FARIAS NETO et al., 2005).  
 Dessa forma, a propagação por técnicas vegetativas pode ser uma alternativa à 
cultura, assim como tem sido observado em várias espécies de palmeiras, seja para a 
produção de mudas de variedades selecionadas, ou então, para acelerar ciclos de seleção 
durante o processo de melhoramento genético da cultura (GRATTAPAGLIA e 
MACHADO, 1998; SARTORETTO et al., 2008; BALZON et al., 2013). De fato, a 
propagação vegetativa está entre os principais métodos de multiplicação de espécies 
florestais, a qual é extremamente vantajosa quando comparada à reprodução sexuada, pois 
permite reproduzir o componente genético total, com consequentes ganhos em uma mesma 
geração (ASSIS e TEIXEIRA, 1998). Nesse contexto, a cultura de tecidos destaca-se entre 
os métodos clássicos de propagação vegetativa, por necessitar de menor espaço físico e 
pelo fato de poder ser desenvolvida em qualquer época do ano. Na área florestal em 
particular, pode ser empregada na conservação de germoplasma in vitro (TORIBIO et al., 
2008; HERINGER et al., 2013), na produção de mudas (SINGH et al., 2011), 
rejuvenescimento de clones selecionados na fase adulta (DUTRA et al., 2009; OLIVEIRA 
et al., 2012), além de apresentar potencialidade na obtenção de sementes sintéticas 
(NIEVES et al., 2003; JUNG et al., 2004; UTOMO et al., 2008), dentre outras aplicações 
(XAVIER et al., 2009).  
 Em palmeiras, o uso de técnicas da cultura de tecidos de plantas parece de 





crescimento das plantas (KARUN et al., 2004; GUEYE et al., 2009; STEINMACHER et 
al., 2011; SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012). 
A embriogênese somática é uma técnica da cultura de tecidos de plantas que envolve 
a regeneração de plantas por meio de obtenção de embriões geralmente a partir de tecido 
somático. De modo geral, a principal aplicação comercial da embriogênese somática em 
espécies florestais tem sido a multiplicação de genótipos superiores, mas também, a 
multiplicação de genótipos nos diferentes ciclos de seleção genética (SUTTON, 2002). 
Nesse sentido, protocolos de embriogênese somática já foram descritos para algumas 
espécies de palmeiras, como Cocos nucifera (VERDEIL et al., 1994), Areca catechu 
(KARUN et al., 2004), Euterpe edulis (SALDANHA et al., 2006), Elaeis guineensis 
(TEIXEIRA et al., 1994; THUZAR et al., 2012; BALZON et al., 2013), Phoenix 
dactilyfera (FKI et al., 2003; GUEYE et al., 2009 ), Euterpe oleracea (SCHERWINSKI-
PEREIRA et al., 2012) e Bractis gasipaes (STEINMACHER et al., 2011).  
Apesar das vantagens da embriogênese somática, a ocorrência de variações genéticas 
foi observada em algumas espécies (ENDEMANN et al., 2001; KUBIS et al., 2003; 
RIVAL et al., 2009). Assim, a avaliação da estabilidade genética de plantas obtidas por 
cultura de tecidos é importante para verificar a fidelidade das plantas regeneradas às 
características da planta matriz.  
O risco de variações genéticas são geralmente maiores quando as plantas originam-se 
por embriogênese somática indireta que se deve ao longo período da fase de calogênese 
(LARKINS e SCOWEROFF, 1981; BAIRU et al., 2011). Dentre as técnicas empregadas 
para analisar possíveis variações genéticas em plantas micropropagadas está a citometria 
de fluxo que, além de poder proporcionar importantes informações a respeito das 
diferentes formações in vitro, também tem a capacidade de detectar precocemente 
possíveis alterações no conteúdo de DNA nuclear das células, tecidos ou órgãos em 
cultivo, incluindo plantas completas (ORBOVIE  et al., 2008; MEDRANO et al., 2014).  
Diante dos aspectos supramencionados, o objetivo geral deste trabalho foi o 
desenvolver e otimizar o protocolo de embriogênese somática em açaizeiro (Euterpe 
oleracea), a partir do uso de propágulos formados por embriões zigóticos oriundos de 
sementes em diferentes estádios de maturação, além de folhas e inflorescências imaturas 
provenientes de plantas adultas. Adicionalmente, análises morfo-anatômicas e por 






2. REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1 Aspectos botânicos do açaizeiro  
 
As espécies da família Arecaceae foram descritas como uma das mais interessantes e 
importantes plantas tropicais, as quais pertencem a ordem Arecales, constituída por cerca 
de 236 gêneros e 3.400 espécies (JOLY, 1998). No Brasil existem cerca de 120 espécies 
distribuídas em 39 gêneros (LORENZI et al., 1996, 2004). As espécies do gênero Euterpe 
estão distribuídas em cinco subfamílias: a Arecoideae, Calamoideae, Coryphoideae, 
Ceroxyloideae e Nypoideae (HENDERSON, 2000). 
O açaizeiro (Euterpe oleracea) pertence a divisão Magnoliphita (Angiospermae), 
classe Liopsida (monocotyledonea), subclasse Arecidae (espadiciflorae), família Arecaceae 
(palmae), subfamília Arecoidae e inserida no gênero Euterpe (HENDERSON; 
GALEANO, 1996). 
A espécie Euterpe oleracea é nativa do estuário Amazônico, ocorrendo nos estados 
do Pará, Amazonas, Maranhão e Amapá, atingindo também as Guianas e a Venezuela, 
onde formam populações densas, sendo frequente em solos alagados e várzeas 
(OLIVEIRA, 2002; LORENZI et al., 1996). No entanto, é na região do estuário do Rio 
Amazonas que se encontram as maiores e mais densas populações naturais dessa palmeira, 
adaptada às condições elevadas de temperatura, precipitação pluviométrica e umidade 
relativa do ar (NOGUEIRA et al., 2006). De acordo com Poulet (1998), é uma planta 
heliófila, necessitando de ambiente aberto para que seu crescimento seja mais rápido. É 
considerada uma importante fonte natural de recursos para os nativos e um dos frutos mais 
importantes da vida alimentar e cultural da população local. 
Algumas espécies pertencentes ao gênero Euterpe como Euterpe edulis (juçara) e 
Euterpe espiritosantensis (açaí vermelho) ocorrem na Floresta Tropical Atlântica, desde o 
Sul da Bahia até o Norte do Rio Grande do Sul. Já a espécie Euterpe precatoria (açaí 
solteiro) apresentam ocorrência comum nas matas da Amazônia Ocidental, nos estados do 
Amazonas, Acre, Rondônia e Roraima (RIBEIRO, 2004). Uma característica comum às 
três espécies citadas acima é o não perfilhamento, pois são monocaules ou solitárias 
(SOUSA, 2006).  
O açaizeiro (Euterpe oleracea) é uma palmeira cespitosa com até 25 estipes por 





estipe é delgado, alcançando de 3 a 20 m de altura e de 7 a 18 cm de diâmetro quando 
adulta. Sustenta um capitel de 8 a 14 folhas contemporâneas por haste; possui 40 a 80 
pares de pinas, distribuídas uniformemente e dispostas num mesmo plano, porém, pêndulas 
(HENDERSON, 2000; OLIVEIRA et al., 1998). 
Segundo Cavalcante (1988), a inflorescência (espádice) desenvolve-se com a queda 
da folha um pouco abaixo da região colunar. A espádice de ramificação simples é 
protegida por uma espata e uma espatela que são formações de consistência coreacea que 
abrigam as flores antes da antese. O açaizeiro inicia sua fase reprodutiva por volta de 
quatro anos, com floração e frutificação contínuas, cujo pico de florescimento ocorre de 
fevereiro a julho. Estima-se que 70-80% da produção de frutos ocorra no período de julho 
a dezembro, período considerado como safra. Mas, podem variar conforme a variedade e a 
procedência (ROGEZ 2000; DIMENSTEIN e FARIAS NETO, 2008). 
A inflorescência propriamente dita é caracterizada como tipo cacho, constituída por 
um eixo central (ráquis), tendo, em média, 37,0 cm de comprimento e 23,4 cm de diâmetro 
e 69 ramificações laterais (ráquilas) medindo 31,6 cm de comprimento cada uma, nas quais 
estão inseridas flores sésseis unissexuais com 18.478 masculinas e 4.857 femininas, em 
média, por inflorescência. Nas ráquilas, as flores mostraram-se distribuídas em espiral, 
com a maior concentração das masculinas no final e no meio e, na base, organizadas em 
tríade: uma feminina em desenvolvimento ladeada por duas masculinas já desenvolvidas 
(HENDERSON e GALEANO, 1996; OLIVEIRA, 2002). A polinização das flores é 
cruzada e se dá por insetos. Os prováveis polinizadores são quatro coleópteros (JARDIM, 
1994). 
O fruto do açaizeiro é uma drupa globosa, de 1 a 2 cm de diâmetro e peso médio de 
1,5 gramas em média. O epicarpo possui aspecto liso e dependendo da espécie, possui 
coloração roxa ou verde na maturação. O mesocarpo polposo envolve o endocarpo duro e 
fibroso que abriga a semente em seu interior (CAVALCANTE, 1991; HENDERSON e 
GALEANO, 1996; OLIVEIRA et al., 1998). 
O sistema radicular é do tipo fasciculado relativamente denso, com raízes emergindo 
do estipe da planta adulta acima da superfície do solo cerca de 30 a 40 cm. Nessa situação, 
As raízes apresentam coloração avermelhada e aproximadamente, 1,0 cm de diâmetro 







2.2 Importância econômica do açaizeiro no Brasil 
 
O açaí é um fruto de grande importância sócio-econômica e cultural para a região da 
Amazônia, sendo consumido diariamente como parte da dieta alimentar da população, 
além de contribuir, robustamente, para a renda das populações ribeirinhas (PALACIO, 
2008).  
O caroço é principal subproduto do processamento do açaí, constituindo cerca de 
85% do peso total do fruto (TINOCO, 2005). A composição química do caroço do açaí 
possui uma boa quantidade de celulose, lignina e baixo teor de cinza e umidade que são 
importantes para a produção de briquetes. A utilização de briquetes dos resíduos de açaí 
como fonte energética pode ser uma solução viável para o aproveitamento do resíduo deste 
fruto; principalmente, na região norte do Brasil onde o açaí é abundante (REIS et al., 
2002). Além disso, o caroço também pode ser utilizado para produção de cosméticos e 
biojóias, as fibras em móveis, placas acústicas, xaxim, compensados, indústria 
automobilística, na torrefação de café, panificação, extração de óleo comestível, 
fitoterápicos e ração animal. Além, do uso na geração de vapor, carvão vegetal e adubo 
orgânico. A polpa representa 15% e, é aproveitada de forma tradicional no consumo 
alimentar e outros produtos derivados (TINOCO, 2005). 
O fruto do açaizeiro (Euterpe oleracea) se destaca em meio às frutas da região 
amazônica pelo excelente sabor de sua polpa, sendo habitualmente consumido com farinha 
de mandioca, associado ao peixe, camarão ou carne, constituindo um alimento básico para 
as populações de origem ribeirinha. Com o fruto também são fabricados sorvetes, licores, 
doces, néctares e geléias, podendo ser aproveitado, também, para a extração de corantes 
(NOGUEIRA, 2006). Além disso, o líquido extraído dos frutos também é 
tradicionalmente, utilizado para tratar a dor, a gripe e a febre (MENEZES et al., 2005). O 
óleo extraído do fruto é usado na medicina rural, principalmente, como agente antidiarréico 
(SCHAUSS et al., 2006).  
De acordo com Rogez (2000), a polpa do açaí se constitui em fonte de a-tocoferol 
(vitamina E), fibras, manganês, cobre, boro e cromo. Destaca-se, dentre as frutas, quanto 
ao teor de lipídios, capaz de suprir cerca de  65% das necessidades teóricas recomendadas 
para um homem adulto. Em se tratando de proteínas, pode prover entre 25 e 65% das 
quantidades recomendadas; contém ainda: cálcio, magnésio, potássio e níquel. Porém, é 





zinco e ferro. Conclui o autor que o açaí pode ser tido como um dos frutos mais nutritivos 
da Amazônia. Além disso, é um dos produtos mais ricos em antocianinas que são 
antioxidantes e anti-radicais livres (SANTOS et al., 2008). 
O extrativismo vegetal não madeireiro do açaizeiro se concentra na Região Norte. O 
Pará mantém-se como o maior produtor nacional do fruto, produzindo em torno de 110.937 
toneladas de açaí por ano. A valorização do fruto vem despertando o interesse de outros 
estados da região, como por exemplo, o Amazonas, que nesse ano contribuiu com 44% da 
produção nacional (MENDES et al., 2012) . 
De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) e divulgados 
pela Secretaria de Agricultura do Estado (SEAGRI), até novembro de 2012 os municípios 
paraenses haviam atingido o total de 817.246 toneladas de açaí, em área de 91.426 hectares 
(fruto plantado e manejado), com aumento de área e produção em relação ao ano interior 
(POLL et al., 2013). 
Ressalta-se também que, além de fornecer um importante alimento para as 
populações locais, o açaizeiro constitui-se como uma das principais fontes de matéria-
prima para a agroindústria de palmito (NOGUEIRA e HOMMA, 1998). Embora, Euterpe 
oleracea seja uma das principais espécies exploradas para o palmito, as instituições de 
pesquisa detentoras de germoplasma dessa espécie têm voltado sua atenção para o 
agronegócio de frutos. Dentre elas está a Embrapa Amazônia Oriental que iniciou os 
primeiros trabalhos de melhoramento genético da cultura ainda na década de 80 com a 
realização de coletas e o estabelecimento de bancos de germoplasma. O programa 
concentrou-se na década de 90 com a avaliação e caracterização do germoplasma 
disponível, favorecendo a seleção fenotípica de dezenas de indivíduos (OLIVEIRA et al., 
2009). 
Em 2004, o programa de melhoramento genético do açaizeiro, deu origem à cultivar 
BRS-Pará, a primeira de Euterpe oleracea a ser lançada e, também, a única existente até o 
momento. Esta cultivar foi selecionada para as condições de terra firme, cujas 
características desejáveis são: bom perfilhamento, precocidade de produção, boa 
produtividade, frutos de coloração violácea e bom rendimento de polpa. A BRS-Pará 
produz frutos em quase todos os meses e apresenta bons níveis de produtividade, em torno 
de 10 t/ha/ano a partir do 10º ano de plantio, e bom rendimento de polpa, entre 15% e 25% 






2.3 Propagação do açaizeiro 
 
O açaizeiro propaga-se por sementes ou por perfilhos (brotos). A propagação por 
sementes é o método mais usual e recomendado, por apresentar as melhores vantagens em 
relação à propagação por perfilhos. As sementes devem ser provenientes de matrizes sadias 
e vigorosas, que apresentam precocidade, boa produtividade e frutos grandes com polpa 
suculenta (MARTINS et al., 1999). Deve-se trabalhar sempre com sementes recém-
coletadas e hidratadas; pois, as sementes do açaizeiro são recalcitrantes, apresentando 
baixa longevidade e sensibilidade à desidratação (MARTINS et al., 2004). 
A propagação assexuada pode ser obtida pela retirada de perfilhos ou brotações que 
surgem de forma espontânea na base da planta-mãe. Todavia, o índice de pegamento é 
baixo (60%) permitindo a produção de no máximo seis mudas por planta ao ano. Outro 
fato a ser considerado é que a quantidade dessas brotações depende da influência do 
genótipo e do ambiente e que, algumas plantas não exibem a capacidade de emitir 
brotações, apresentando estipe solitário (OLIVEIRA et al., 2007). Além disso, esse método 
demanda mão-de-obra e é bastante demorado (NOGUEIRA, 1995). Em virtude dos baixos 
índices de sobrevivência dos perfilhos em campo, essa técnica tem uso limitado e não é 
indicada para produção de mudas em escala comercial (NASCIMENTO et al., 2009).  
A propagação por sementes é a prática mais comum; entretanto, o processo 
germinativo é relativamente lento e desuniforme e há a formação de plantas heterogêneas 
(NASCIMENTO, 2008).  
Nos últimos anos está sendo realizado estudos sobre propagação in vitro de Euterpe 
oleracea, aplicados aos embriões zigóticos (LEDO et al., 2001) e somáticos (LEDO et al., 














2.4  A propagação in vitro 
 
As técnicas biotecnológicas, aplicadas como ferramenta auxiliar aos métodos 
convencionais de melhoramento genético, podem contribuir para a sustentabilidade da 
agricultura, pela produção de cultivos melhorados e mais compatíveis com o ambiente 
(XAVIER, 2013). 
Dentre as diferentes técnicas biotecnológicas existentes, a propagação in vitro é uma 
das que mais tem atraído a atenção de vários pesquisadores, desde meados do século XX, 
quando os primeiros laboratórios no Brasil foram criados (BORÉM, 2007).  
A cultura de células, tecidos e órgão de plantas compreendem diversas técnicas 
dentre as quais, destacam-se a germinação in vitro e a micropropagação, que são técnicas 
de propagação vegetativa in vitro. Essas técnicas caracterizam-se pelo cultivo asséptico de 
partes das plantas em condições controladas de nutrição, umidade, luz e temperatura e 
constituem-se as aplicações mais direta da cultura de células e tecidos (HEERDT, 2008).  
A micropropagação proporciona rapidez em relação as outros métodos de 
propagação vegetativa, obtenção de mudas livres de vírus e outros patógenos, além da 
possibilidade de sua utilização quando a propagação por técnicas convencionais for muito 
difícil ou até impossível de ser realizada (HEERDT, 2008). A micropropagação é um 
método de reprodução assexuada, em que se utilizam explantes do vegetal os quais, por 
meio de divisões celulares induzidas pelos fitorreguladores, produzem grande quantidade 
de indivíduos, genética e fenotipicamente idênticos, podendo ser conduzida por 
organogênese e/ou embriogênese (CARVALHO et al., 2006; BHOJWANI e DANTU, 
2013). 
A organogênese relaciona-se com a obtenção de eixos caulinares ou radiculares 
monopolares originados de gemas pré-existentes ou neoformadas. A organogênese pode 
ser direta ou indireta. No primeiro caso, a partir de um explante primário há a formação de 
um eixo caulinar a partir de gemas apicais, laterais ou axilares. No segundo caso ocorre a 
desdiferenciação do explante, resultando na formação de calos, que podem ser definidos 
como a proliferação de células não diferenciadas, originado meristemóides (TAHIR e 
STASOLLA, 2006). 
Na embriogenêse somática, adventícia ou assexual, células somáticas haplóides ou 
diplóides se diferenciam em plantas completas seguindo estádios de citodiferenciação 





da expressão da totipotencialidade das células das plantas, postulado por Haberlandt (1902) 
apud VASIL (2008), que afirmava teoricamente que todas as células somáticas, em uma 
determinada planta, contêm toda a informação genética necessária para a geração de uma 
nova planta.  
Os embriões somáticos tanto de monocotiledôneas como de dicotiledôneas, 
apresentam características morfológicas semelhantes às do embrião zigótico, tendo uma 
estrutura bipolar constituída de ápice caulinar e radícula, e passando pelos estágios de 
desenvolvimento pró-embrionário e embrionário, isto é, globular, cordiforme e torpedo, em 
dicotiledôneas; globular, torpedo e cotiledonar, em monocotiledôneas (TOONEN e 
VRIES, 1996; JIMÉNEZ, 2001; PEREIRA, 2007). Essas estruturas se transformam em 
plantas completas, por meio de uma série de processos clássicos que correspondem aos que 
ocorrem nos embriões zigóticos (TITON et al., 2007). As semelhanças entre os dois 
processos envolvem aspectos morfológicos, bioquímicos e moleculares, incluindo a 
expressão protéica (HAKMAN, 1993; HVOSLEF-EIDE e CORKE, 1997; SGHAIER et 
al., 2008), gênica (THIBAUD-NISSEN et al., 2003; IKEDA e KAMADA, 2005;  
SCHMIDT et al., 2006) e diferentes metabólitos (KORMUTÁK et al., 2006; TERESO et 
al., 2007; FLOH et al., 2007). 
 Dois padrões distintos de expressão da embriogênese somática in vitro são 
constatados: o padrão indireto e o direto. No padrão direto, os embriões somáticos 
originam-se de tecidos matrizes, sem a formação de calos (GAJ, 2004; TAHIR e 
STASOLLA, 2006). No padrão indireto, há um estádio intermediário de calo que apresenta 
células em distintos estádios de diferenciação, as quais podem adquirir novas competências 
mediadas por mensageiros químicos específicos e, posteriormente, a formação dos 
embriões somáticos (GAJ, 2004; SUGIMOTO et al., 2011).  
Acredita-se que o padrão direto da embriogênese somática seja característico de 
explantes que possuem células pré-determinadas para a rota embriogenética, como 
consequência da retenção de algumas propriedades das células meristemáticas parentais, 
das quais as células do explante derivam. Isto poderia explicar a tendência da 
embriogênese somática ocorrer preferencialmente, em explantes derivados de tecidos 
embrionários ou juvenis. Todavia, a embriogênese somática indireta é considerada como 
característica de explantes derivados de tecidos mais diferenciados, ou maduros, nos quais 
as células devem passar por vários ciclos antes de adquirir a condição embriogênica 





A embriogênese somática é altamente dependente da divisão e desdiferenciação 
celular para a aquisição de competência celular embriogênica, considerada um dos passos 
críticos no processo. A desdiferenciação é um processo pelo qual os padrões de transcrição 
e tradução genômica são alterados, de forma a permitir às células, a definição de um novo 
padrão de desenvolvimento (FEHÉR et al., 2002). 
Alguns autores sugerem uma estratégia a ser aplicada para a indução e a modulação 
da embriogênese somática. O primeiro passo nessa estratégia consiste em determinar a 
melhor fonte de explante. No primeiro ciclo, um explante juvenil ou embrionário, como 
por exemplo, um embrião zigótico imaturo, é excisado e inoculado em meio de cultura 
suplementado com alguma auxina como o 2,4-D (2,4- diclorofenoxiacético) (GELDNER et 
al., 2000; GUERRA et al. 2006; VIÑAS e JIMÉNEZ, 2011). As culturas são normalmente, 
mantidas no escuro e geram complexos ou massas celulares pró-embrionárias. Por 
embriogênese repetitiva, representada por clivagem ou gemação, os complexos pró-
embrionários resultam em um ciclo repetitivo de divisões celulares, formando complexos 
celulares, suspensor-embrionário e embriões somáticos globulares (GUERRA et al., 2006). 
Os principais fatores que afetam a indução na formação de embriões somáticos são o 
genótipo, a origem do explante, a composição do meio de cultura e, particularmente, os 
reguladores de crescimento. É importante destacar que a seleção do estádio específico de 
desenvolvimento do explante, as transferências seqüenciais e as condições apropriadas de 
cultivo como temperatura e luz, são importantes para o sucesso da embriogênese, 
especialmente, no que se refere à aquisição de competência embriogênica (TORRES et al., 
1998). 
Em palmeiras, utilizam-se diversas fontes de explantes no cultivo in vitro, tais como: 
embriões zigóticos, tecidos foliares jovens, ápices caulinares, gemas laterais, ápices 
radiculares e inflorescências (TEIXEIRA et al., 1994;  VERDEIL et al., 1994; GUERRA, 
1999;  TAHIR e STASOLLA, 2006; VIÑAS e JIMÉNEZ 2011;  ALMEIDA et al., 2012;  
SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012).  
O uso de embriões zigóticos como explantes é conveniente, pois os frutos estão 
facilmente disponíveis, possuem elevado grau de uniformidade fisiológica e podem ser 
transportados para longas distâncias sem danos aos tecidos (SCHERWINSKI-PEREIRA et 
al., 2012). As inflorescências constituem um dos explantes mais promissores para o cultivo 
in vitro de palmeiras, uma vez que pode existir mais de 3.000 meristemas florais em cada 





frequente em palmeiras, com algumas exceções, tendo em vista o crescimento monopodial 
que provocaria a eliminação da planta doadora de explante. Entretanto, em plantas que 
produzem perfilhos na base do estipe como a pupunheira, a tamareira e o açaizeiro, os 
ápices caulinares podem representar uma importante fonte de explante (ASLAM  et al., 
2011; ALMEIDA et al., 2012).  
Para a regeneração de embriões somáticos em monocotiledôneas é muito importante 
a seleção de explantes contendo regiões meristemáticas (BENSON, 2000). A capacidade 
de uma célula ou grupo de células tornarem-se embriogênicas também depende do estádio 
fisiológico e de diferenciação dos tecidos (GUEYE et al., 2009). Tecidos maduros, por 
exemplo, têm um maior grau de metilação do DNA, o que provoca baixa capacidade de 
desdiferenciação (TERZI e LO SCHIAVO, 1990). Por isso em palmeiras frequentemente 
utiliza-se tecido somático imaturo (VIÑAS e JIMÉNEZ, 2011). 
Os meios nutritivos utilizados nas diferentes etapas da propagação in vitro precisam 
fornecer as substâncias fundamentais para o crescimento das culturas. Normalmente, são 
compostos por macro e micronutrientes em diferentes proporções, vitaminas, aminoácidos, 
fontes de carbono e reguladores de crescimento, além de outras substâncias, como: inositol 
e ágar (TORRES et al., 1998).  
Para completar os compostos sintetizados pelas células, outras substâncias orgânicas 
podem ser acrescentadas ao meio de cultura. Estas visam suprir as necessidades 
metabólicas energéticas e estruturais, tais como, aminoácidos e carboidratos. A demanda 
nutricional varia entre espécies, fato que leva às diferenças entre formulações salinas dos 
meios de cultura (DUNSTAN et al.,1995). 
A indução embriogênica de uma célula somática não é unicamente, dependente do 
uso de reguladores de crescimento. Choques térmicos, variações nos níveis de pH e 
utilização de outros produtos químicos podem também induzir competência embriogênica 
em células somáticas (GUERRA et al., 1999). 
Em palmeiras, a embriogênese somática não está completamente estabelecida.  
Geralmente o uso de auxinas e a indução de calos são pré-requisitos fundamentais para que 
a célula adquira competência embriogênica (VIÑAS e JIMÉNEZ, 2011). Portanto, o 
componente fundamental usado como regulador de crescimento para a ativação da divisão 
celular, tanto in vivo quanto in vitro é a auxina. De maneira geral, as auxinas sintéticas 
consideradas potentes, como por exemplo, o 2,4-D, o picloram e o dicamba, são 





espécies de palmeiras estudadas (TITON et al., 2007; STEINMACHER et al., 2007; 
SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012). 
Entre os agentes gelificantes mais utilizados em meios semi-sólidos estão o ágar, o 
agargel, o phytagel, e a agarose (TORRES, 1998). O carvão ativado pode ser acrescentado 
ao meio para a absorção de metabólitos que podem ser tóxicos ao cultivo e para prevenir o 
escurecimento do tecido causado pela oxidação de polifenóis presentes nos explantes 
(PAN e VAN STADEN, 1998; COSTA et al., 2006; CANTERLE, 2007; SÁENZ et al., 
2010). Além disso, a exclusão da luz pela presença do carvão ativado pode exercer um 
efeito benéfico, proporcionando um ambiente escuro no frasco de cultivo, tendo em vista 
que a luz aumenta a atividade de enzimas relacionadas a oxidação fenólica (BANDEIRA, 
2008;  ZAVATTIERI et al., 2010; VIÑAS e JIMÉNEZ, 2011). 
Para plantas lenhosas, a embriogênese somática representa um importante método de 
propagação, já que na organogênese, muitas vezes, há pouca produção de brotos por 
explante, não compensando o seu uso comercial. Entre as gimnospermas, há exemplos de 
sistemas de embriogênese somática altamente regenerativos em Picea abies (VON 
ARNOLD et al., 2002) e Araucaria angustifolia (GUERRA et al.,  1999; FARIAS, 2013). 
 De modo geral, a principal aplicação comercial da embriogênese somática em 
espécies florestais tem sido a multiplicação de genótipos superiores (SUTTON, 2002). Em 
comparação as demais técnicas, a micropropagação apresenta varias vantagens: permite a 
obtenção de grande quantidade de propágulos (embriões somáticos); possibilita elevado 
grau de automação, baixando os custos por unidade produzida com a utilização, por 
exemplo, de biorreatores; os embriões somáticos podem ser produzidos de forma 
sincronizada; e pode ser utilizada como uma ferramenta integrada em programas de 
melhoramento genético florestal, em especial quando associada à técnica de 
criopreservação (BORÉM, 2007). Essa técnica também tem sido utilizada na produção de 












2.5 Citometria de fluxo 
 
As plantas obtidas por cultura de tecidos vegetais são em teoria, clones idênticos às 
matrizes, pois o crescimento de células in vitro e a sua regeneração é um processo 
assexuado, envolvendo somente divisões mitóticas que, de certo modo, não causam 
nenhuma variação genética (BAIRU et al., 2011). Contudo, variabilidade genética tem sido 
observada em várias plantas durante o desenvolvimento in vitro. Esse fenômeno é 
normalmente relacionado à falta de estabilidade genética do material produzido (LARKIN 
e SCOWCROFT, 1981), caracterizado por uma variação fenotípica de origem genética, ou 
seja, uma variação cromossômica que pode se tornar herdável nas gerações seguintes, ou 
epigenética, que é uma variação transitória devido ao estresse fisiológico que o material 
sofre, quando submetido ao cultivo in vitro (ILLG, 1990; BAIRU et al. 2011). O risco de 
variações genéticas são geralmente maiores quando as plantas são adventícias, ou seja, 
originam-se por meio de calo, de suspensão celular, de protoplastos e de embriogênese 
somática (BARRUETO, 2010). Phillips et al. (1994) consideram esses aspectos e indicam 
que as variações decorrentes do cultivo in vitro apresentariam características de 
mutagênese auto-imposta devido à quebra do controle do ciclo celular normal. 
Dentre as técnicas empregadas para analisar essas variações genéticas está a técnica 
de citometria de fluxo, que foi originalmente desenvolvida no fim dos anos 50 para 
contagem e análise de células sanguíneas. Os estudos utilizando citometria de fluxo em 
espécies vegetais ocorreram apenas no início dos anos 80. Essa tecnologia envolve a 
análise das propriedades ópticas (dispersão da luz e fluorescência) de partículas que fluem 
numa suspensão líquida e baseia-se, na intensidade de fluorescência relativa dos núcleos 
corados específicos para o DNA (LOUREIRO e SANTOS, 2004). Atualmente, a 
citometria está sendo empregada para avaliar a estabilidade genômica de plantas 
micropropagadas e vem sendo amplamente utilizada em vários estudos, tais como nas 
espécies Juniperus phoeniceae (LOUREIRO et al., 2007), Scutellaria baicalensis (ALAN 
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